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OO (57) Abstract: The invention relates to a method of extracting organic substances from coral, consisting in treating the coral with a 
fluid or a mixture of fluids in the supercritical state, without altering the crystalline structure of said coral, at a temperature of less 



than 270 °C and at a pressure much greater than the critical pressure of the fluid or mixture of fluids, for example, of the order of at 
least three times or, preferably, at least five times greater than said critical pressure. The invention also relates to the coral obtained 
using said method and to bone substitutes produced therefrom. 



(57) Abrege : La presente invention concerne un procede d'extraction de substances organiques presentes dans le corail, qui consiste 
ô traiter le corail par un fluide ou un melange de fluides a l'etat supercritique sans modifier la structure cristalline dudit corail, 
a une temperature inferieure a 270°C, et a une pression tres superieure a la pression critique dudit fluide ou melange de fluides, par 
exemple de l'ordre d'au moins 3 fois, et de preference d'au moins 5 fois ladite pression critique. Elle concerne egalement le corail 
obtenu par ce procede ainsi que les substituts osseux fabriques a partir de ce corail. 
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Procede de purification du corail, ainsi que le corail obtenu par ce procede. 

La presente invention concerne un procede de purification du corail, ainsi 
que le corail obtenu par ce procede. 

L'invention trouve notamment application dans le domaine medical. 
5 Le corail, qui presente une structure poreuse, est compose essentiellement 

(environ 97 %) de matiere minerale, majoritairement de carbonate de calcium, le 
reste (environ 3 %) etant constitue d'oxydes de magnesium et de fer ainsi que 
de substances organiques responsables de sa couleur. Sa durete varie de 2,5 a 
3,5 sur I'echelle de Mohs. 

10 Le carbonate de calcium constitutif du corail presente une structure 

cristallographique metastable de type aragonite susceptible de se transformer 
facilement en calcite, notamment sous Peffet de la temperature autour de 260°C. 

La matiere organique du corail contient une matiere proteique mais est 
sensiblement exempte de matiere lipidique. 

15 II existe a ce jour plusieurs substituts osseux a base de corail autorises par 

I'Agence Frangaise de Securite Sanitaire des Produits de Sante (AFSSAPS). Un de 
ces produits, commercialise par la Societe INOTEB sous la denomination 
BIOCORAL®, est obtenu par traitement du corail a la surface de ses pores, ce qui 
permet d'eliminer une partie des substances organiques mentionnees ci-dessus. 

20 Une analyse morphologique plus poussee du corail (microscopie 

electronique a balayage et thermique couplee a la spectroscopic de masse) 
montre toutefois que lesdites substances organiques sont presentes non 
seulement dans les pores du corail, mais egalement aux joints de grains des 
particules de carbonate de calcium. Le traitement mis en place pour le produit 

25 BIOCORAL®, ne permet pas d'extraire les substances organiques localisees aux 
joints de grains, qui represented environ 90 % de la totalite des substances 
organiques. 

Un probleme que vise a resoudre la presente invention est done de 
disposer de corail sensiblement exempt de matieres organiques et en particulier 
30 de proteines qui puisse etre utilise pour fabriquer des substituts osseux de 
qualite comparable a celle des implants synthetiques existants. 

Par « corail sensiblement exempt de matieres organiques », on entend 
dans la presente description du corail contenant au moins deux fois moins de 
substances organiques que le corail non traite. 
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Un autre probleme que vise a resoudre I'invention est de disposer d'un 
procede qui permette d'eliminer les substances organiques presentes dans le 
corail sans modifier la structure cristalline de ce dernier. 

II a maintenant ete decouvert, et c'est le fondement de I'invention, que le 
5 traitement du corail par un fluide en conditions supercritiques, dans un domaine 
de temperature et de pression optimise, permet d'apporter une solution aux 
problemes enonces ci-dessus, qui n'ont pas ete resolus par les procedes connus 
de I'etat de la technique. 

Ainsi, selon un premier aspect, I'invention a done pour objet un procede 

10 d'extraction des substances organiques presentes dans le corail, qui consiste a 
traiter le corail par un fluide ou un melange de fluides a I'etat supercritique sans 
modifier la structure cristalline dudit corail, a une temperature inferieure a 270°C, 
de preference inferieure ou egale 260°C, et de preference encore inferieure ou 
egale a 250°C, et a une pression tres superieure a la pression critique dudit 

15 fluide ou melange de fluides, par exemple de I'ordre d'au moins 3 fois, et de 
preference d'au moins 5 fois ladite pression critique. 

L'utilisation d'un fluide a I'etat supercritique pour extraire des substances 
organiques a ete decrite dans le document EP 0 603 920. Cependant, ce 
document concerne uniquement le traitement d'un tissu osseux et utilise le 

20 dioxyde de carbone pour extraire les lipides, e'est-a-dire des substances que Ton 
ne trouve pas dans le corail. Pour extraire les proteines, on fait appel selon ce 
document anterieur a un traitement complementaire de nature chimique ou 
enzymatique a I'aide de composes additionnels tels que detergents ou oxydants, 
qui seraient susceptibles d'alterer la structure du corail. En outre, selon ce 

25 document, le traitement est realise a une pression voisine de la pression critique 
du dioxyde de carbone. 

Selon le procede de 1'invention, on utilise done un fluide dans des 
conditions dites "supercritiques", e'est-a-dire que le fluide possede les proprietes 
invasives d'un gaz tout en se comportant comme un liquide. De ce fait, le fluide 

30 est capable de diffuser dans la structure poreuse du corail sans aucun probleme 
de mouillabilite, ce qui permet d'optimiser Textraction des substances organiques 
et en particulier les proteines (que Pon designera egalement par la suite par 
"matrice organique") presentes dans le corail. 

Le fluide ou le melange de fluides susceptible d'etre utilise dans le procede 

35 de Pinvention doit avoir une temperature critique inferieure a 270°C, de 
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preference inferieure ou egale a 260°C, et de preference encore inferieure ou 
egale a 250°C, et permettre la solubiiisation des matieres organiques. 

A titre d'exemple, on peut citer I'ethanol, I'acetone, ou un melange d'un de 
ces deux fluides avec du dioxyde de carbone possedant une temperature critique 
5 inferieure a 270°C. Avantageusement, on utilise de I'ethanol du fait de la 
disponibilite de ce produit et de son caractere peu onereux et non-toxique. La 
temperature critique de I'ethanol est de 240°C et sa pression critique est de 
6,12 MPa. 

Dans le cas ou le fluide est de I'ethanol ou de I'acetone, la temperature de 
10 traitement du corail est avantageusement comprise entre 240 et 260°C. 

Dans le cas ou Ton utilise un melange de fluides tel qu'un melange ethanol- 
dioxyde de carbone, la temperature de traitement du corail est avantageusement 
comprise entre 80 et 100°C. 

Le precede de I'invention est mis en oeuvre a une pression suffisante, tres 
15 superieure a la pression critique du fluide ou du melange de fluides utilise pour 
eviter la transformation de la structure cristalline du corail. De ce point de vue, la 
pression critique des fluides mentionnes ci-dessus, est facilement accessible. 

Dans le cas de I'ethanol ou de I'acetone, la pression de traitement du corail 
est avantageusement comprise entre 300 et 450 MPa, de preference entre 350 et 
20 450 MPa. 

Dans le cas d'un melange de fluides tel qu'un melange ethanol-dioxyde de 
carbone, la pression de traitement du corail est avantageusement comprise entre 
30 et 50 MPa, de preference de I'ordre de 40 MPa. 

La duree du traitement n'est pas critique en soi et varie generalement entre 
25 quelques minutes et quelques heures, en fonction du fluide utilise. Dans le cas de 
I'ethanol ou de I'acetone, cette duree est avantageusement comprise entre 15 et 
240 min, de preference d'une heure environ. 

Etant donne la composition chimique minerale du corail, le fluide ou le 
melange de fluides selon I'invention est avantageusement utilise sans aucun 
30 compose additionnel tel qu'un detergent ou un oxydant susceptible d'alterer la 
structure du corail. 

Selon un second aspect, I'invention concerne le corail sensiblement exempt 
de substances organiques, tel qu'obtenu par le procede decrit ci-dessus. 

Selon un troisieme aspect, Invention concerne les substituts osseux 
35 realises a partir de corail sensiblement exempt de substances organiques. Ces 
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substitute osseux peuvent etre obtenus par des methodes bien connues de 
rhomme du metier. 

^invention va maintenant etre illustree a I'aide des exemples ci-apres. 

5 Exemple 1 : Traitement supercritique du corail 

Le corail brut est traite dans un dispositif de generation de haute pression 
d'eau dans une enceinte ayant un volume fixe. Celle-ci, realisee dans un alliage a 
hautes caracteristiques mecaniques, a une profondeur de 229 mm, un diametre 
interne de 55 mm. Elle est fermee par un obturateur en forme de champignon 

io supportant le joint metallique qui assure Petancheite par sa deformation. 
Uetancheite au demarrage (sans pression dans Pautoclave) est realisee par la 
remontee de I'obturateur, a I'aide de 8 vis dans la partie superieure. La pression 
appliquee dans Tenceinte par la pompe ou la temperature va comprimer le joint 
qui va de lui-meme rendre etanche le systeme. 

15 La temperature est mesuree a I'interieur de I'enceinte par un thermocouple 

monte dans la partie haute du reacteur. II est en contact direct avec le fluide 
sous pression. 

Le corail est place dans des flacons souples de 20 ml en Teflon PFA (Ref. 
M77400, Fisher Bioblock Scientific) resistant a des temperatures avoisinant les 

20 300°C et supportant la deformation due a la pression. La pression s'exergant sur 
les parois internes et externes du flacon est la meme. En effet, le flacon ne 
contenant pas ou tres peu d'air, le liquide present a I'interieur du flacon et le 
liquide transmetteur (eau) sont a la meme pression, la paroi est done comme 
« invisible » et ne subit qu'une legere deformation due a la compressibilite de 

25 Teau. Le traitement s'effectue en presence d'ethanol comme fluide 
"supercritique", a une temperature de 240 a 260°C, de preference de I'ordre de 
250°C sous une pression de 300 a 400 MPa, de preference de I'ordre de 
350 MPa, pendant 15 a 240 min, de preference d'environ 1 h. 

30 Exemple 2 : Determination de la quantite de substances organiques 
residuelles dans le corail traite 

L'echantillon obtenu a Texemple 1 est broye au mortier et pese (masse 
MB - matiere brute - d'environ 3 g). On preleve 3 g de la poudre obtenue que 
Ton dissous dans 135 ml d'HCI 0,1 N, sous agitation pendant 1 h. La solution 
35 ainsi obtenue est dialysee sur une membrane de poids moleculaire 12 000 a 
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16 000 (reference MCWO), puis congelee a -80°C et lyophilisee. Le lyophilisat est 
a son tour pese (masse MO - matiere organique - d'environ 3 g). 

A titre de comparaison, la meme experience est realisee sur un echantillon 
de corail brut (aragonite) et sur un echantillon de produit BIOCORAL®. 
5 La figure 1 represente le rapport MO/MB pour chacun des trois 

echantillons. On peut constater que le traitement "supercritique" selon I'invention 
permet d'obtenir du corail contenant environ deux fois moins de substances 
organiques que le produit BIOCORAL®. 



10 Exemple 3 : Determination de la quantite de proteines residuelles dans 
le corail traite 

1/ Preparation de la solution de travail et des echantillons : 

- On melange 50 volumes de la solution A avec 1 volume de la solution 
B. La solution de travail est legerement trouble au debut, puis 

15 rapidement elle s'eclaircie avec agitation douce au vortex. Sa couleur 

est vert opalescent. 

- On broye les echantillons au mortier et on pese la poudre obtenue. 

- On dissout 1 g de poudre dans 45 ml d'HCL a 0,6 IM pendant 1 heure 
sous agitation. 

20 2/ Procedure pour la determination : 

- On dose la fraction soluble dans I'eau : 1,2 mg de matiere organique 
sont solubilises dans 75 pL d'eau. 

- On solubilise le culot restant apres centrifugation dans 75 pL de NaOH 
a 0,3 N. 

25 - On preleve 25 pi de chaque standard (0 pg/ml, 5 pg/ml, 25 pg/ml, 

50 pg/ml et 250 pg/ml) de chaque echantillon (prepares de la meme 
maniere que les echantillons a doser) et on les distribue dans les puits 
d'une plaque de 96 puits. 

- On couvre la plaque et on incube pendant 30 min. a 37°C. 

30 - On lit la densite optique a 562 nm une fois que la plaque est refroidie 

a temperature ambiante. 
A titre de comparaison, la meme experience est realisee sur un echantillon 
de corail brut (aragonite) et sur un echantillon de produit BIOCORAL®. 

La figure 2 represente le rapport proteines/MB pour chacun des trois 
35 echantillons. On peut constater que le traitement "supercritique" selon Hnvention 



WO 2005/055885 



PCT/FR2004/003126 



6 

permet d'obtenir du corail duquel environ deux fois plus de proteines ont ete 
extraites, compare au produit BIOCORAL®. 

Exemple 4 : Mise en evidence de la proliferation cellulaire de cellules 
5 osseuses sur le corail traite 

On decoupe des cylindres (0=12 mm) en disque d'un mm d'epaisseur a 
I'aide d'une scie diamantee, puis on les sterilise par chaleur seche a 100°C 
pendant lh30 (3 cycles). Les disques sont deposes sur un lit d'aragose 0,1 % 
dans des boites de culture (NUNC ; 24 puits, 2 cm 2 ). La suspension cellulaire est 

10 deposee sur chaque disque a raison de 20 000 cellules MG63/cm 2 (1,13 cm 2 x 2 
car porosite - 22 600 cellules soit environ 50 000 cellules par echantillon), dans 
un volume de 100 pL de milieu de culture complet (IMDM : Iscowe's Modified 
Dubelcco's Medium, 10 % SVF - serum de veau foetal). Apres 30 minutes pour 
laisser les cellules adherer, on complete avec 1 ml de milieu. Le milieu est 

15 change tous les deux jours. 

On enleve le milieu de culture complet et on rince avec du milieu seul. On 
prive les cellules pendant 17 heures (milieu seul + 10 % de SVF, thymidine 
tritiee, 10 pCi/ml (Ref : TRK 758 AMERSHAM), soit 10 pL de 3 HT/Volume de 
milieu complet). On elimine le surnageant (a conserver pour elimination 

20 ulterieure), puis on enleve le materiau de I'agarose et on le transfere dans un 
puits en plastique. On rince deux fois avec du PBS IX (ou du Hank's IX), puis on 
fixe les cellules avec du methanol froid 100 %, pendant 10 min a 4°C. On rince 
deux fois avec du PBS IX (ou du Hank's IX), et on precipite avec du TCA froid 
5 % pendant 20 minute a 4°C. On elimine le surnageant, et on rince quatre fois 

25 avec du PBS IX (ou du Hank's IX). 

On incube dans NaOH 0,3 N pendant 2 heures a temperature ambiante 
(dissolution de la couche cellulaire), sans depasser 300 a 500 pL de NaOH. On 
recupere la solution dans un tube a scintillation auquel on rajoute 5 ml de liquide 
scintillant, et on determine la radioactivite de la solution et du materiau a I'aide 

30 d'un compteur p (radioactivite negligeable). 

A titre de comparaison, la meme experience est realisee sur un echantillon 
de corail brut (aragonite) et sur un echantillon de produit BIOCORAL®. 

Les resultats sont presentes sur la Figure 3. On peut constater que la 
proliferation cellulaire des cellules MG63 sur le corail traite selon I'invention, est 

35 identique a celle observee sur le produit BIOCORAL®. 
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L'ensemble de ces resultats suggere que le corail traite selon la presente 
invention peut etre utilise dans la fabrication de substituts osseux. 
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REVENDICATIONS 

1. Procede d'extraction de substances organiques presentes dans le corail, 
qui consiste a traiter le corail par un fluide ou un melange de fluides a I'etat 
5 supercritique sans modifier la structure cristalline dudit corail, a une temperature 
inferieure a 270°C / de preference inferieure ou egale a 260°C, et de preference 
encore inferieure ou egale a 250°C et a une pression tres superieure a la 
pression critique dudit fluide ou melange de fluides, par exemple de I'ordre d'au 
moins 3 fois, et de preference d'au moins 5 fois ladite pression critique. 

10 2. Procede selon la revendication 1, dans lequel ledit fluide est choisi parmi 

I'ethanol et I'acetone, et le melange de fluides est choisi parmi les melanges 
ethanol-dioxyde de carbone et acetone-dioxyde de carbone dont la temperature 
critique est inferieure a 270°C / de preference inferieure ou egale a 260°C, et de 
preference encore inferieure ou egale a 250°C. 

15 3. Procede selon la revendication 1 ou 2, dans lequel ledit fluide est 

I'ethanol. 

4. Procede selon la revendication 3, dans lequel la pression de traitement 
du corail est comprise entre 300 et 450 MPa, de preference entre 350 et 
400 MPa. 

20 5. Procede selon la revendication 4, dans lequel la temperature de 

traitement du corail est comprise entre 240 et 260°C / de preference de I'ordre de 
250°C et de le temps de traitement du corail est compris entre 15 et 240 min, de 
preference de I'ordre de 1 h. 

6. Procede selon la revendication 2, dans lequel le melange de fluides est 
25 un melange ethanol-dioxyde de carbone, la pression de traitement du corail est 

comprise entre 30 et 50 MPa, de preference de I'ordre de 40 MPa. 

7. Procede selon la revendication 6, dans lequel la temperature de 
traitement du corail est de I'ordre de 80 a 100°C. 

8. Corail obtenu par le procede selon Tune des revendications 1 a 7. 
30 9. Substitut osseux fabrique a partir du corail selon la revendication 8. 
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